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摘 要 采用 15 种 限制 性 内 切 酶 ,研究 贵州 省 4 个 山羊 (capra sp) LE 93 只 个 体 的 线粒体 DNA 多 态 
性 。 其 中 BamHI 、Hind 夺 和 Sa I 3 种 酶 的 酶 切 类 型 存在 多 态 。 共 检 秽 到 18 种 限制 性 态 型 ,归结 为 3 种 mDNA 
单 稿 型 。 单 倍 型 工 和 古 在 贵州 山羊 4 个 品种 中 分 布 频率 较 高 ,分别 为 77.42% 和 21,50% , 单 倍 型 下 分 布 频率 较 秦 
(1,08%); 品 种 间 亲 红 关 系 充 类 分 析 表 明白 山羊 和 时 山 人 羊 亲 绢 关系 最 近 , 其 次 为 上 黑 北 麻 羊 ,而 与 小 香 羊 的 亲缘 关 
系 最 远 。 推 测 贵州 山羊 mDNA 单 积 型 了 和 下 可 能 来 源 于 两 个 母系 祖先 ,其 分 化 时 间 约 在 19 万 年 前 。 


FMD ”山羊 ,_miDbMA，RFLP， 起 源 分 北 
mH HM QO59.842 


线粒体 DNA (mitochondrial DNA, mtDNA) Æ 
高 等 动物 唯一 的 核 外 遗传 物质 ,具有 分 子 量 小 ( 约 
15.7 —19.5 kb) .结构 简单 稳定 、 进 化 速度 快 .母系 
进 传 等 特点 ( 张 亚 平等 ,1992)。mtDNA 多 态 是 动物 
起 源 进 化 研究 中 常用 的 遗传 标记 之 一 ,目前 在 牛 、 猪 
和 鸡 等 家 养 动物 研究 中 已 取得 许多 有 意义 的 成 果 
(Bhat & , 1990; Lan 等 ,1993; Wakana 等 ,1986) ,在 
山羊 起 源 和 品种 分 化 方面 也 已 进行 了 一 些 研究 
(Upholt 等 ,1977; 李 祥 龙 等 ,1997), 但 对 贵州 山羊 
的 遗传 学 研究 目前 尚未 见报 道 。 

山羊 在 动物 分 类 学 上 属于 侦 蹄 目 (Artiodactyle) 
洞 角 科 (Cavicormia) 编 羊 山羊 亚 科 (Caprovinae) 山 羊 
属 (Capra )。 山 羊 是 继 犬 之 后 较 早 被 人 类 驯化 的 动 
物 , 驯 化 时 间 大 约 在 至 今 8 千年 前 或 更 早 。 一 般 认 
I3 LEGE ISCT EI AA fS EAE ( Capra. aegagrus ) 和 
MUfEAR fh fX (Capra. falconeri ) 两 种 野生 祖先 (中 
国家 畜 家 禽 品 种 志 编 委 会 等 ,1989)。mtDNA £s 
研究 也 支持 这 一 观点 ( 李 祥 龙 等 ,1997), 而 血液 蛋白 
多 态 研 究 却 认为 家 山羊 私 由 贸 力 状 角 羯 羊 一 种 野生 
祖先 驯化 而 来 ( 常 洪 ,1995)。 

贵州 省 是 我 国 的 一 个 多 民族 山区 省 份 ， 由 于 地 


* 云南 省 科 委 和 责 州 省 科 委 页 助 项 目 
QE AL 
"EX 1998-06-08 WA. 1998 — 11 - 02 收回 


理 隔 离 和 民族 习俗 不 同 ， 形 成 了 贵州 白山 羊 、 黑 山 
羊 、 冉 北 麻 羊 和 雷山 小 香 羊 4 个 不 同 的 品种 ， 然 而 
对 这 些 品种 只 有 一 些 关 于 形态 特征 、 生 产 性 能 及 地 
理 分 布 的 资料 (贵州 省 畜 禽 品种 志 编 辑 委 员 会 ， 
1993) 。 应 用 现代 遗传 学 技术 从 性 传 物质 DNA 上 
研究 贵州 山羊 的 起 源 与 分 化 ， 对 贵州 山羊 遗传 资源 
保护 和 利用 将 具有 重要 意义 。 本 研究 利用 限制 性 片 
段 长 度 多 态 检测 技术 (RFLP) 分 析 了 贵州 4 个 山 
羊 品种 的 mtDNA 多 态 性 ， 以 期 为 贵州 山羊 的 起 源 
分 化 和 品种 间 亲 缘 关 系 提供 基础 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 样品 来 源 

4 个 贵州 山羊 品种 的 肝 、 肾 样品 均 采 自 品种 原 
产地 ， 样 品 在 冷冻 条 件 下 运 至 实验 室 后 于 -70C 保 
存 备用 。 其 中 贵州 白山 羊 39 只 ， 贵 州 黑 山羊 18 
R, BRŽ 2R, Bills 16 只 。 
1.2 试 剂 

本 研究 所 用 的 15 种 识别 6 个 碱 基 的 限制 性 内 
HWA BamH I. Bet I. Bg? ll. Dra I. EcoR I. 
EcoR V, Hind ll. KpnI, PstI, Poull, SacI, 
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Sall. Smal, Stul, XhoI REMER, DAR 
Rnase AA 均 为 华美 生物 技术 公司 产品 ; SDS 为 进口 
分 装 ， 用 前 重 结晶 ;琼脂 糖 为 Biowest 产品 ; 其 他 
试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 mtDNA 的 提取 积 纯化 

mDNA 的 提取 和 纯化 参照 一 种 改进 的 碱 变 性 
法 进行 ( 王 文 等 ，1993)。 
1.4 mtDNA 的 酶 解 及 电泳 

限制 性 内 切 酶 酶 解 采 用 华美 生物 技术 公司 推荐 
的 使 用 方法 。 反 应 体系 为 15 uL. AEH 1 pg 的 
mtDNA fü 5 — 8 u BS BR HTE A HM , ER Sma T dE 
25T 外 .其余 酶 都 在 37C MERE A~ 6h ZEMA 3~ 
5 uL 的 载 样 缓冲 液 (10 mmol Tris ~ HCl,0.2 mol/L 
EDTA, 0.1596 38 Bj K, 5096 甘油 ,pH 8.0) £X IE J 
hp. SK BERE HOOK RE 1.0% 的 平板 凝 胶 ( 内 含 2 
ug/mL 78 f Z, BE), EA Tris 一 硼酸 电极 缓冲 液 ,3 V7 
cm 所 压 下 室温 电泳 10 — 12 h, Æ STRATAGENE 
公司 生产 的 Eagle eye II Ei zh DU ERA ,拍照 。 
1.5 数据 分 析 

EA ADNA Hind Markers M ADNA/EcoR ] + 
Hindll Markers 为 分 子 量 标记 ,测算 各 酶 切片 段 的 
分 子 量 ,依据 Nei 等 (1979) 的 方法 计算 各 单 倍 型 间 
的 片段 共享 度 ( 下 ) AREA P) .群体 遗传 多 态度 
(r) 值 和 群体 间 净 遗传 距离 (3) ,用 UPGMA R% 4) 
析 方 法 构建 mDNA 单 倍 型 聚 类 图 和 品种 间 亲 缘 关 
系 分 子 聚 类 图 。 


2 结 R 


本 研究 用 15 种 限制 性 内 切 酶 酶 解 贵州 山 羊 的 
mtDNA, 其 中 BamHI, HindllD f Sa: I3 PH 
出 现 多 态 ， 其 余 12 种 酶 没有 发 现 变 蜡 (A1) 2 
测算 山羊 的 mtDNA 分 子 量 约 为 16.0 kb, 5j Up- 
hot& (1977) 用 电镜 法 测 得 的 结果 (15.8 kb) 
及 陈 宏 等 (1995) 用 限制 性 内 切 酶 法 测 得 的 结果 
(16.4 kb) 接近 ， 与 李 祥 龙 等 【1997) 用 限制 性 内 
切 酶 法 所 测 得 的 结果 (16.0 kb) 一 致 。 本 研究 多 
态 型 命名 按 其 在 群体 中 出 现 频率 依次 排列 ， 酶 切 所 
产生 的 限制 性 态 型 及 限制 性 片段 长 度 如 表 1 所 示 。 
本 研究 共 检 出 18 种 限制 性 态 型 restriction 
morph)， 归 结 为 3 种 单 倍 型 (haplotype), 3 种 单 
倍 型 的 酶 切 类 型 及 其 在 4 个 品种 中 所 占 比例 分 别 见 
表 2 和 表 3。 单 倍 型 间 的 共享 片段 数 和 遗传 距离 如 
表 4 所 示 ，4 个 山羊 品种 间 的 sx (LR RR E EE 


(8) 列 于 表 3$。 本 研究 单 倍 型 间 的 平均 遗传 距离 
(P) 为 0.375%， 群 体 平均 遗传 多 态度 (x) 值 为 
0.068% 。 基 于 单 倍 型 间 遗 传 距离 和 品种 间 净 遗传 
距离 ， 用 UPGMA 聚 类 法 分 别 构 建 出 贵州 山羊 的 3 
种 单 倍 型 间 取 类 图 和 4 个 品种 间 聚 类 图 〈 图 2、 图 
3Ja 
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1 贵州 山羊 mDNA 的 15 种 限制 性 内 切 酶 图 请 
Fig.1 Agarose gel electrophoresis pattern of 
mtDNA from Guizhou goats digested with 
15 restriction enzymes 
å: BamHI; B: Bg 1; €; Bg ls D: Dra]: E; EaR]; 
F; EcRV; Gi Hindll: H; Kni; i; Pyl; J]; Pol; 
L: Sac1; K; Sail: N; Smal; O: Sul: P; Mol- 


3 讨论 
3.1 mtDNA 限制 性 类 型 所 揭示 的 贵州 山羊 的 起 源 
综合 贵州 山羊 4 个 品种 的 mtDNA， 共 检测 到 
3 种 单 们 型。 其 中 TT 、 正 两 种 单 倍 型 在 贵州 山羊 中 
分 布 频率 较 高 ， 分 别 为 77.42% 和 21.50%， 单 倍 
HHR h 1.08%。 单 倍 型 工 和 了 之 间 存 在 2 个 
酶 切 位 点 的 差异 ,它们 之 间 的 遗传 距 高 为 
0.377% 。 按 照 哺 乳 动物 mDNA 碱 基 突变 率 每 百 
万 年 2% 计 算 ， 这 两 种 单 倍 型 所 代表 的 山羊 群体 之 
间 的 分 化 时 间 将 近 19 77 5E, Xk LE A 28 e E B 
万 年 历史 要 久远 得 和 多。 说 明 贵 州 山羊 在 被 人 类 驯化 
之 前 ， 其 祖先 已 经 发 生 分 化 。 而 单 倍 型 焉 则 在 93 
只 受 试 个 体 中 只 有 1 只 个 体 表现 ， 且 与 单 倍 型 开 相 
比 ， 只 有 1 个 酶 切 位 点 的 差异 ， 我 们 推测 它 可 能 是 
Hif ID 经 随机 突变 增加 了 1 个 BamHI BZ 
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90 m 物 wg s 20 3$ 
Hi 贵州 山羊 mtDNA 的 限制 性 态 型 
Table 1 mtDNA restriction morphs of Guizhou goats 
(re BM E uid 识别 位 点数 酶 切片 自 长 度 /kb 
mel iduals) polymorphism} (Site number) {length of fragments} 
BamH] -A 92 98.92 4 7.2, 3.6, 3.4, 1.8 
BamHI] -B 1 1.08 5 6.0, 3.6, 3.4, 1.8, 1.2 
Bgi I 93 1 16.0 
Bgi I 93 4 6.6, 6.6, 1.7, 1.1 
Dra I 93 9 3.9. 2.5, 2.3, 1.7, 1.5, 1.2, 1.1. L.1, 0.7 
EcoRI 93 5 4.9, 3.9, 3.4, 2.6, 1.2 
EcoRV 93 1 16.0 
Hindi - A 72 77.42 3 11.8, 2.5, 1.7 
Hindll - B 21 22.58 4 8.0, 3.8, 2.5, 1.7 
Kpn 1 93 1 16.0 
PsI 93 2 11.2, 4.8 
Pou |l 93 4 6.1, 5.4, 3.9, 0.6 
SacI 93 1 16.0 
Sa l -A 72 77.42 1 16.0 
Sual -B 21 22,58 2 8.1, 7.9 
Sma I 93 0 
Stu I 93 7 5.3, 3.8, 2.6, 1.6, 1.2, 0.8, 0.7 
XhoI 93 2 14.8, 1.2 
————————————— H8; LLL 
表 2 贵州 山羊 的 单 倍 型 及 分 布 频率 
Table 2 Restriction haplotypes and their frequencies In Guizhou goats 
£O ———— M EÓ€ ANE ITequencres m "wzuon goats — 
epe) (nid) (gne) EMHI Hndl Sa 1 
I 72 77.42 A A A 
I 20 21.50 A B B 
II 1 1.08 B B B 
R3 35A füzE AHEAD T5959x Ba RNIN Hr ERR E DNE 
Table 3 The distribution of 3 haplotyes Table 4 The proportion of shared fragments and 
among 4 goat breeds (90) penetic distances among haplotypes (90) 
小 香 羊 3534 (haplotypes) I I 亚 
Pita nd jio (mini- PRT ~- a aa m a 
pes) goat) got) ed I 0.377 47 46 
79.49 71.78 56.25 90. Il 0.570 0.179 48 





I 00 
I 20.51 22.22 43.75 5.00 
n 5.00 右上 三 角 为 共享 片段 获 ， 左 下 三 角 为 遗传 距 高 (the upper-right tri- 


angule shows shared fragments, and the lower-left triangule shows ge- 
netic distances) » 


RS BHENG 23 mtDNA £655 x0 【右上 三 角 ) HEREN {左下 三 角 】 
Table 5 Average index of nucleotide diversity of mtDNA (above diagonal) and net genetic 


distance between populations (lower diagonal ) 
a a 





白山 羊 黑山 羊 小 香 羊 Eds x 

SP (breeds) {white goat} {bleck goat) (minixiang goat) (ma goat) 
白山 羊 (white goat} 0.0614 0.1265 0.1745 0.1090 
黑山 羊 《black goat} 0.0001 0.0651 0.1753 0.1141 
小 香 羊 【minixiang goat) 0.0204 0.0175 0.0927 0.1789 


BIL (ma goat) 0.0045 0.0059 0.0431 0.0431 
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位 点 而 形成 的 。 从 单 倍 型 聚 类 图 (图 2) 也 可 以 看 
出 3 种 单 倍 型 明显 聚 为 2 支 。 据 此 ， 我 们 推测 贵州 
山羊 可 能 是 分 别 以 单 倍 型 了 和 本 为 限制 性 态 型 的 两 
个 母系 祖先 混合 起 源 的 ， 两 个 母系 祖先 对 贵州 山羊 
的 形成 均 有 遗传 贡献 ， 只 是 贡献 率 有 所 不 同 . 

一 般 认 为 现 有 家 山羊 是 起 源 于 镰刀 状 角 赈 羊 
(Capra aegagrus) VR WEIR HÆ (Capra fal- 
coneri) 两 种 野生 祖先 (FAES RGAE 
会 等 ，1989); 李 祥 龙 等 (1997) 通过 对 国内 外 5 


0.089 I 
0.147 


Ew 
0.236 I 


图 2 3 种 单 悦 型 的 UPGMA RA A PH 
Fig. 2 The UPGMA dendragram of 3 mtDNA haplotypes 
图 中 数字 为 各 分 支 的 长 度 【rhe numene m hgure inated 
the length of branches). 


3.2. Wei xb iB RAE 

由 表 2 "Tóm. 两 种 单 倍 型 在 贵州 山羊 4 个 品种 
中 都 有 不 同比 例 的 分 布 ， 但 都 以 单 们 型 工 所 占 比 例 
最 大 ， 除 小 香 羊 外 ， 都 在 77.78% 以上。 而 小 香 羊 
中 工 、 开 两 种 单 倍 型 所 占 比例 相当 ， 表 现 出 遗传 结 
梅 的 差异 性 。 从 表 5 可知， 白山 羊 与 黑山 羊 的 遗传 
距离 最 近 ， 其 次 是 二 者 与 麻 羊 的 遗传 距离 较 近 ， 而 
三 者 与 小 香 羊 的 遗传 距离 最 远 ; 从 品种 间 聚 类 关系 
图 (图 3) 也 同样 可 以 看 出 ， 白 山羊 和 黑山 羊 是 亲 
缘 关 系 最 近 的 两 个 群体 ， 它 们 首先 与 黑 北 麻 羊 聚 在 
一 起 ， 表 明 这 3 个 山羊 品种 间 亲 缘 关 系 较 近 。 而 雷 
山 小 香 羊 在 聚 类 图 中 是 一 个 独立 分 支 , 它 与 其 他 3 
个 品种 有 着 较 远 的 亲缘 关系 。 这 与 4 个 品种 在 地 理 
分 布 的 远近 上 有 相同 的 趋势 。 
3.3 贵州 山羊 的 遗传 多 样 性 

群体 遗传 多 态度 7 值 是 衡量 一 个 给 定 群 体 
mtDNA 多 态 性 的 指标 ， 反映 群 体内 两 个 随机 的 
mtDNA 序列 间 平 均 每 个 位 点 的 核 背 酸 差异 数目 。 
所 研究 的 4 个 贵州 出 羊 品 种 均 存 在 种 内 变异 ， 品 种 
内 mtDNA 多 态 度 依次 为 雷山 小 香 羊 〈0.0927% )、 
黑山 羊 【0.0651% )、 白 山羊 (0.061496) Ak 
麻 羊 【0.0431% )。 小 香 羊 是 贵州 省 1994 新 确认 的 





个 山羊 品种 的 mtDNA - RFLP 分 析 也 得 出 家 山羊 
混合 起 源 于 两 个 不 同 的 野生 祖先 的 结论 ;而 常 浴 
(1995) 在 总 结 血 液 蛋白 多 态 研究 结果 的 基础 上 ， 
认为 家 山羊 血液 蛋白 型 与 单一 起 源 学 说 更 吻合 ; 我 
们 的 研究 结果 支持 家 山羊 两 种 起 源 的 观点 ， 即 贵州 
山羊 也 具有 两 个 母系 起 源 。 当 然 、 代 表 人 贵州 山羊 母 
系 起 源 的 两 种 单 倍 型 是 否 对 应 于 上 述 两 种 野生 祖 
Jc, 还 需 与 其 他 地 区 山羊 品种 及 野生 山羊 种 的 
mtDNA 作 进 一 步 的 比较 研究 。 


白山 羊 (white goat) 
黑山 羊 (black goat) 


财 北 麻 羊 (ma goat) 
小 香 羊 (mini-xiang goat) 






0.002 


图 3 4 个 贵州 山羊 品种 的 UPGMA 聚 类 关系 图 

Fig. 3 The UPGMA dendragram of 4 goat breeds 

图 中 数字 为 各 分 支 的 长 度 【he numeric in figure mdicated 
the length of branches? - i 


地 方 山羊 品种 ， 分 布 于 贵州 省 东南 狭窄 的 区 域内 ， 
存栏 数 最 少 〈 据 贵州 省 雷山 县 畜牧 局 统计 ，1996 年 
底 为 8460 只 )， 而 遗传 多 样 性 最 为 丰富 ， 这 可 能 是 
长 期 的 地 理 员 离 导致 基因 流动 少 ， 且 群体 处 于 自然 
繁殖 状态 造成 ; 白山 羊 与 黑山 羊 是 贵州 省 两 个 主要 


的 山羊 品种 ， 它 们 的 地 理 分 布 区 域 较 广 有 有 交叉 ， 


如 在 黯 南 州 和 安顺 地 区 两 个 品种 都 有 分 布 ， 基 因 交 
流 机 会 多 可 能 是 造成 它们 亲缘 关系 近 且 遗传 多 态度 
相对 低 的 原因 之 一 ， 品 种 内 的 长 期 选 育 也 可 能 是 导 
致 它们 遗传 组 成 单一 的 另 一 个 原因 。 本 研究 中 贵州 
山羊 mtDNA 的 平均 x 值 为 0.068%， 比 李 祥 龙 等 
(1997) 所 得 山羊 + 值 (0.175%) ^h, 说明 贵州 出 
羊 4 个 品种 间 变 异 程度 处 于 较 低 的 水 平 ， 彼 此 在 遗 
传 结 构 上 较为 相似 ,我 们 推测 可 能 与 贵州 山羊 分 布 
地 域 罕 上 且 交 通 闭 塞 ， 因 而 与 外 界 群 体 基因 交流 少 有 
Ko 
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MITOCHONDRIAL DNA POLYMORPHISM OF GUIZHOU GOAT BREEDS 


JIA Yong-hongP? SHI Xian-wei? JIAN Cheng-song? ZHU Wen-shi? ZHANG Ya-ping 29 
HE Zheng-quan? LIAO Zheng-l? YU Ying-hui? LI Tong-auan? 
{DLaboratory of Cellular and Molecular Evolution Kunming Institute of Zoology. the Chinese Academy of Sciences Kunming 650223) 
(QD Animal Science Department ın Guizhou University South District Guiyang 550025) 
UD Agricultural office of Guizhou Province Guiyang 550000) 


Abstract In this study, 15 restriction enzymes were 
employed to investigate the mitochondrial DINA poly- 
morphism among 93 individuals from 4 Guizhou goat 
breeds. Mitochondrial DNA polymorphism was detect- 
ed by 3 enzymes (BamH I „Hindli and Sa/ T ). 18 
restriction morphs, which could be sorted into 3 mtD- 
NA haplotypes, were found. Haplotype I and [| are 
distributed in every breed with relatively high fre- 


quency,i. e. 77.4296 and 21. 5096. The frequency of 
haplotype [| is lower (1.0896). The relationship be- 
tween white goat and black goat is the closest, and 
they are related to ma goat. Our results suggest that 
haplotype I and II of Guizhou goat' s mtDNA might 
represent two maternal origin, which might separate 
about 190 thousand years ago. 


Key words Goat, Mitochondrial DNA , RLFP, Origin and differentiation 
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